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Inleiding
Botrytis cinerea veroorzaakt de
grauwe schimmelziekte op een
groot aantal gewassen. Het is een
pathogene schimmel met een
hoog aanpassingsvermogen die
moeilijk te bestrijden is, vooral
omdat er weinig resistentie tegen
deze schimmel in genetische
bronnen aanwezig is en de schim-
mel gemakkelijk resistentie ont-
wikkelt tegen chemisch niet-ver-
wante fungiciden. De levenscyclus
van de schimmel, pathogenese,
beheersmaatregelen en resistentie
tegen fungiciden worden in dit
proefschrift beschreven. De wijze
waarop actieve exportsystemen
met een lage specificiteit kunnen
bijdragen aan verminderde gevoe-
ligheid van B. cinerea voor fungi-
toxische verbindingen wordt in
detail behandeld. De belangrijkste
voorbeelden van deze exportsyste-
men zijn eiwitten die behoren tot
de superfamilies van ATP-binding
cassette (ABC) en “major facilitator
superfamily” (MFS) transporters.
Deze eiwitten kunnen actief fungi-
toxische verbindingen uit het cyto-
plasma verwijderen en verlagen
daarmee de intracellulaire con-
centratie van deze verbindingen
tot een subletaal niveau. De ener-
gie die benodigd is voor transport
wordt door ABC transporters di-
rect gegenereerd door hydrolyse
van ATP en door MFS transporters
verkregen uit de protonen gra-
diënt. Transporteiwitten met een
rol in pleiotrope resistentie tegen
fungitoxische verbindingen zijn
vooral beschreven in Saccharomy-
ces cerevisiae. Informatie over ABC
transporters in filamenteuze
schimmels is daarentegen zeer be-
perkt. Het doel van dit onderzoek
betreft een functionele analyse
van transporters in B. cinerea bij
bescherming tegen fungitoxische
verbindingen van natuurlijke en
synthetische oorsprong.
ABC transporters in
B. cinerea
Een fragment van het gen voor de
goed gedocumenteerde ABC
transporter PDR5 uit S. cerevisiae
werd in eerste instantie gebruikt
voor het opsporen van homologe
sequenties in een genomische
bank van B. cinerea. Door middel
van heterologe hybridisatie zijn
twee potentiële ABC transporter
genen gevonden, BcatrA en
BcatrB. Het eiwit waar BcatrB voor
codeert is inderdaad een ABC
transporter en heeft een lengte
van 1439 aminozuren. De expres-
sie van BcatrB werd verhoogd na
incubatie van mycelium met di-
verse fungitoxische verbindingen.
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Figuur 1. Schematische weergave van een schimmeldraad met daarin
aangegeven de verschillende functies van ABC-transporters. De ABC
transporter BcatrB is een ware multidrug transporter en kan stoffen uit
verschillende klassen transporteren, onder andere het fungicide fludioxo-
nil, de plantenafweerstoffen resveratrol en eugenol, alswel phenazine an-
tibiotica geproduceerd door antagonistische bacteriën.
Genvervangingsmutanten ver-
toonden verhoogde gevoeligheid
voor het fenylpyrrool fungicide
fenpiclonil en het fytoalexine res-
veratrol uit druif, hetgeen een rol
van BcatrB in zowel resistentie te-
gen fungiciden als in virulentie
doet veronderstellen.  Vervolgens
werden in een bibliotheek van “ex-
pressed sequence tags” (ESTs) met
6000 cDNA klonen van B. cinerea,
gekweekt onder stikstoflimiteren-
de omstandigheden, twaalf ABC
en drie MFS genen gevonden. Het
proefschrift beschrijft vervolgens
de klonering van de corresponde-
rende genomische fragmenten uit
B. cinerea B05.10. 
Expressie ABC
transporters
De expressie van BcatrA, BcatrB en
de transporter genen ontdekt in de
EST bibliotheek werd bestudeerd
in onbehandeld mycelium en in
mycelium blootgesteld aan fungi-
ciden uit verschillende chemische
groepen. Veel stoffen induceerden
op verschillende wijze de expressie
van ABC en MFS transporter ge-
nen. De meest opvallende resulta-
ten werden gevonden voor BcatrB,
dat sterk wordt geïnduceerd door
het fenylpyrrool fungicide flu-
dioxonil en een verhoogd expres-
sieniveau vertoont in het fenylpyr-
rool-resistente isolaat CH1.7.
BcatrB expressie vertoonde een
hoge correlatie met de gevoelig-
heid van de geteste isolaten en
hun vermogen om deze verbin-
ding uit te scheiden. De expressie
van de geïdentificeerde ABC en
MFS transporter genen werd te-
vens bestudeerd na behandeling
met azool fungiciden. BcatrD werd
het sterkst geïnduceerd in wild-ty-
pe isolaten B05.10 and B3 na be-
handeling met het azool fungicide
oxpoconazool en heeft een hoog
basaal expressie niveau in de
azool-resistente isolaten G25 en
G66. Studies met deze mutanten
geven aan dat BcatrD een belang-
rijke rol speelt in de gevoeligheid
van B. cinerea voor azool fungici-
den. Isolaten die BcatrD sterk tot
expressie brengen vertoonden ver-
minderde gevoeligheid en lagere
accumulatieniveaus voor oxpoco-
nazool. BcatrD-overexpressie-
mutanten van isolaat B05.10 accu-
muleerden ook minder
oxpoconazool en bezaten even-
eens een verminderde gevoelig-
heid voor azolen. BcatrD-genver-
vangingsmutanten van B05.10
vertoonden juist het tegenoverge-
stelde fenotype.
Natuurlijke rol van
ABC transporters
De natuurlijke rol van ABC trans-
porters tijdens saprofytische groei
en pathogenese werd bestudeerd
door expressie-analyse van ABC en
MFS transporter genen na behan-
deling met plantenafweerstoffen
en antibiotica. Vooral de expressie
van BcatrB werd sterk geïnduceerd
door plantenafweerstoffen, zoals
camptothecine, eugenol, psoralen,
resveratrol en rishitine. 
BcatrB genvervangingsmutanten
vertoonden verhoogde gevoelig-
heid voor eugenol, maar de viru-
lentie op basilicum, een waard-
plant van B. cinerea die eugenol
kan produceren, was vergelijkbaar
met het wildtype. De rol van Bca-
trA en BcatrB in virulentie werd
bestudeerd met behulp van gen-
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Figuur 2. Antagonistische activiteit van fenazine-producent Pseudomonas
chlororaphis stam PCL1391 tegen Botrytis cinerea wildtype stam B05.10
en tegen BcatrB mutant _BcatrB5 in een agardiffusie test. Effecten van P.
chlororaphis PCL1391, geënt in het centrum van de voedingsbodem, op
myceliumgroei van B. cinerea is te zien in de bovenste panelen en de effec-
ten op sporenkieming (400_ vergroting) in de onderste panelen. De resul-
taten laten zien dat myceliumgroei van de BcatrB mutant duidelijk meer
geremd wordt dan de groei van de wildtype stam van B. cinerea. Uit deze
en andere resultaten beschreven in het proefschrift blijkt dat de ABC
transporter BcatrB de schimmel B. cinerea kan beschermen in interacties
met bacteriën die fenazine antibiotica produceren.
vervangingsmutanten en vergele-
ken met die van het moederisolaat
B05.10 op waardplanten uit de fa-
milies der Leguminosae en Sola-
naceae. Er werd alleen een signifi-
cante vermindering in virulentie
van BcatrB genvervangingsmutan-
ten geconstateerd op tomaat. Deze
resultaten geven aan dat de multi-
drug transporteur BcatrB als een
virulentiefactor van B. cinerea be-
schouwd kan worden. Deze is ech-
ter niet van essentieel belang voor
virulentie op alle andere geteste
waardplanten. De BcatrB genver-
vangingsmutanten waren wel
enigszins virulenter dan B05.10 op
de tomatencultivar Vollendung
maar niet op transgene, resverat-
rol-producerende lijnen van deze
cultivar noch op tomatencultivar
Moneymaker Cf4. Een verklaring
voor dit opmerkelijke cultivaraf-
hankelijke verschil is vooralsnog
niet beschikbaar.
Tevens werd de rol van ABC trans-
porteurs in de bescherming van B.
cinerea tegen antibiotica van con-
currerende micro-organismen be-
studeerd. Fenazine-1-carboxyl-
zuur en fenazine-1-carboxamide,
breed-spectrum antibiotica gepro-
duceerd door Pseudomonas spp.,
bleken de expressie van BcatrB
sterk te induceren en BcatrB gen-
vervangingsmutanten waren signi-
ficant gevoeliger voor deze antibi-
otica dan de ouderstam.
Fenazinen beïnvloedden ook de
accumulatie van [14C]fludioxonil,
een fenylpyrrool fungicide dat
door BcatrB wordt getranspor-
teerd. Deze resultaten tonen aan
dat fenazine antibiotica ook door
BcatrB getransporteerd kunnen
worden. De antagonistische activi-
teit van fenazine producerende
Pseudomonas stammen was ster-
ker tegen BcatrB genvervangings-
mutanten dan tegen het B. cinerea
moederisolaat. Al met al geven de-
ze resultaten aan dat ABC trans-
porteurs van schimmels een be-
langrijke rol kunnen spelen in
antibiotica-afhankelijke interac-
ties tussen bacteriën en schim-
mels in plant gerelateerde ecosys-
temen, hetgeen aanzienlijke con-
sequenties kan hebben voor biolo-
gische bestrijding in land- en
tuinbouw.
Conclusie en
vooruitblik
Samengevat hebben we gevonden
B. cinerea ABC en MFS transpor-
teurs bezit, die op verschillende
wijzen geïnduceerd worden door
fungiciden en natuurlijke fungitoxi-
sche verbindingen. BcatrD blijkt
betrokken te zijn bij bescherming
tegen azool fungiciden en BcatrB
tegen plantenafweerstoffen, fenyl-
pyrrool fungiciden en fenazine an-
tibiotica. We verwachten dat verde-
re functionele analyse van ABC en
MFS transporteurs meer fysiologi-
sche functies bij saprofytische
groei, pathogenese en multidrug
resistentie zal identificeren.
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